






















位（mitochondorial membrane potential : MPT）に
よる膜透過性移行孔を開き細胞質にチトクローム C
を遊離する．チトクローム C は procaspase-9 の活
性化と共に apoptosome を形成し caspase-3 を活性
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スで培養した U937 細胞を H2O2 24 hr 処置（0.5 ～ 10 mM），および抗酸化剤である N-acethyl-
cysteine（NAC）を 1 時間前処置した．酸化ストレスに対して活性酸素種（ROS）生成量を測
定し，アポトーシス検出には single strand DNA，AnnexinV 染色，caspase-3 活性を測定，
さらにミトコンドリア膜電位差の変化（MPT），JNK のリン酸化能，glycation を測定した．







































研 究 方 法
　1．研究材料と細胞培養
　ヒト単球系 U937 細胞（EC85011440）は，European 
Collection of Animal Cell Culture （ECACC, UK）より，
NAC（抗酸化剤）および H2O2 は，Wako Co. （Osaka，
Japan）より，Fetal bovine serum （FBS）は，Sigma-
Aldrich Co. （MO, USA）より購入した．また，peni-
cillin G sodium，streptomycin sulfate は，In vitro gen 
Corp. （CA, USA） より，5-（and-6）-chloro me thyl-2’, 7’
-di ch lor odihydrofluorescein diacetate;（CM-H2DCF-
DA） は，Molecular Probes （Eugene, OR, USA） よ
り購入した．高グルコース負荷のために，U937 細胞
は 28.9 mM glucose 含有 RPMI-1640 培養液で 1 日～
6 日間培養し，high glucose 群とした．また標準
RPMI-1640（D-glucose 11.1 mM 含有）培養液で培
養した U937 細胞を normal glucose 群とした．U937
細胞は 10％ FBS，penicillin G sodium 100 units/ml，
streptomycin sulfate 100μg/ml を含む各培養液で，
37℃，5％ CO2 下で常法に従って培養した．
　2．薬物処置
　1 日～ 5 日間培養した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞に H2O2 （0.5 ～ 10 mM） を
24 時間処置した．さらに，抗酸化剤である NAC 
10 mM 処置は，H2O2 処置の 1 時間前に処置し，そ




　H2O2 （0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋H2O2 5 mMを24時間処置したnormal glucose群，
high glucose 群の U937 細胞を 80％メタノール/PBS
で固定後，アポトーシス細胞のみ特異的に変性させ
る formamide にて DNA を変性させた15）．変性した
DNA を ssDNA に対する一次モノクローナル抗体
および horseradish peroxidase 標識抗マウス IgM
（Chemion International, Inc., CA, USA） にて反応
後，2, 2’-azino-bis［3-ethylbenziazoline-6-sulfonic acid］
により発色させ，吸光度測定した．Negative control
として，S1 nuclease （Takara Bio, Inc., Shiga, Japan）
を処置した細胞を用いた．
　2）Hoechst33342 および AnnexinV-Cy3 染色
　U937 細胞の核形態を観察するために，H2O2 （0.5
～ 10 mM）， NAC 10 mM， NAC 10 mM＋H2O2 5 mM
で処置した normal glucose 群，high glucose 群の
U937 細胞を Hoechst33342 （Wako Co. Osaka, Japan） 
で染色した．Hoechst33342 で染色された U937 細胞




Anne xinV と親和性が高く，本実験では Cy3 標識
AnnexinV （AnnexinV-Cy3 apoptosis Detection Kit : 
Medical & Biological Laboratories, Co., Ltd, Nagoya, 
Japan） で染色された apoptosis 細胞を Meta Xpress 
Image Acquisition （Molecular Devices Co. Tokyo, 
Japan） で分析した．
　3）caspase-3 活性の測定
　H2O2 （0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋ H2O2 5 mM を処置した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞の caspase-3 活性は，ﬂuoro-
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metric protease assay kit （Medical & Biological 
Laboratories, Co., Ltd., Nagoya, Japan） で測定され
た．Caspase-3 の基質として，DEVD （Asp- Glu- Val- 
Asp）-7-amino-4-triﬂuoro methyl coumarin（AFC） 
を用い，caspase-3 により切断・遊離した AFC は
励起波長 400 nm，測定波長 500 nm における蛍光強
度を蛍光プレートリーダー （Berthold Technologies 








2’, 7’-Dichloroﬂuorescein を生じる16）．Normal glu-
cose 群および，high glucose 群の U937 細胞に H2O2
（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM ＋ H2O2 
5 mM を 30 分，1 時間処置し，生成された ROS の
量を測定した．CM-H2DCFDA は DMSO（dimethyl 
sulfoxide） で溶解後，U937 細胞 （3×106 cells/ml）
に 7μM CM-H2DCFDA を負荷し，37℃ 5％ CO2
下で 15 分間 incubation した．その後，暖めた PBS
で洗浄し，励起波長 488 nm，測定波長 525 nm に
おける蛍光強度を蛍光プレートリーダー （Berthold 
Tec h nologies GmbH & Co., KG, Bad Wildbad, Ger-
many）により測定した．
　5．ミトコンドリア膜電位差 （MPT） の変化の観察
　H2O2（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋ H2O2 5 mM を処置した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞のミトコンドリア膜電位変
化は，脂溶性カチオンプローブである azolcarbo-
cyanine iodide （JC-1） を 用 い，Mito Capture Apo-
pto sis Detection Kit （Medical & Bio-logical Labo-
ratories Co., Ltd., Nagoya, Japan）により行い，励
起波長 490 nm，測定波長 590 nm および，527 nm
における蛍光強度を蛍光プレートリーダー（Ber-
thold Technologies GmbH & Co., KG, Bad Wildbad, 
Germany） で測定し，タンパク質当たりの 590 nm/ 
527 nm の蛍光比を求めた．
　6．JNK のリン酸化能の評価
　H2O2 （0.5～10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM ＋
H2O2 5 mM を 24 時間処置した normal glucose 群，
high glucose 群の U937 細胞（3×106 cells/well）は，
JNK （Thr 183/Tyr185） ELISA kit （Ray Biotech, 
Inc., USA） にて，anti-phospho-JNK（Thr183/Tyr185） 






るとされている17）．H2O2（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 
mM，NAC 10 mM ＋ H2O2 5 mM を 24 時間処置し
た normal glucose 群，high glucose 群の U937 細胞
の AGE タンパク質化合物を OxiSelect Advanced 
Glycation End Product （AGE） ELISA Kit （Cell 
Biolabs, Inc., CA, USA） にて測定した．
　8．統計処理
　実験結果は平均±標準誤差で示した．有意差検






日間 28.9 mM の glucose 含有培養液で培養された．
high glucose 群および normal glucose 群ともに，
培養 1 日および 5 日後に 24 時間 H2O2 を処置した
U937 細胞において，H2O2 濃度依存的に増加した．
両群とも特に，5 日間の培養後の細胞において，
ssDNA 値は H2O2 無処置細胞に比べ有意な ssDNA
の増加が見られた（Fig. 1）．また，10 mM NAC 前
処置細胞は 5 mM H2O2 処置細胞に比べ ssDNA 量は
有意に抑制された．さらに high glucose 群は normal 




スファチジルセリン （PS） が覆われ，AnnexinV は
PS に結合し，生細胞とアポトーシス細胞との区別






（Fig. 2）．また，5 mM H2O2 処置により AnnexinV
で染色された細胞が H2O2 無処置細胞に比べ増加し，






Caspase-3 活性は，normal glucose 群および high 
glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2 濃度
依存的に活性上昇を認めたが，10 mM NAC 前処置
細胞では caspase-3 活性が 5 mM H2O2 処置細胞に
比べ有意に抑制された（Fig. 3）．また，high glu-








　ROS の生成は，H2O2 無処置細胞に比べ，H2O2 処
置により濃度依存的な増加が見られたが，10 mM 
NAC 前処置細胞では，5 mM H2O2 処置細胞に比べ
ROS 生成が有意に抑制された（Fig. 4）．さらに，
high glucose 群は normal glucose 群に比べ ROS 生
成が有意に増加し，長時間の高グルコース環境下に






ROS 生成は MPT の減少を導き，アポトーシス細
胞死を誘発する．MPT は normal glucose 群および
high glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2
処置細胞は濃度依存的に低下したが，10 mM NAC
前 処 置 細 胞 で は，5 mM H2O2 処 置 細 胞 に 比 べ，
MPT の低下が抑制された（Fig. 5）．さらに high 
glucose 群は normal glucose 群に比べ MPT が有意
Fig. 1　 Effect of high glucose and H2O2 on ssDNA in U937 cells. The selective 
denatured DNA in apoptotic cells by formamide was detected. The ssDNA 
was stained with the primary antibody to the ssDNA and peroxidase-
labeled secondary antibody for color development. Each value represents 
the mean ± S.E.M. of three independent experi ments （n = 6 ～ 18）. 
Statistically signiﬁcant changes are indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with 
non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 
cells of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 







　JNK のリン酸化能は，normal glucose 群および
high glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2
濃度依存的に増加を認めたが，10 mM NAC 前処置
細胞では，5 mM H2O2 処置細胞に比べ JNK のリン
Fig. 2　 Effect of high glucose and H2O2 on apoptosis in U937 cells. After U937 cells were 
incubated with normal medium or high glucose medium for 5 days, U937 cells treated 
for 24 hr with 5 mM H2O2 were processed for staining with Hoechst 33342 and 
AnnexinV and then analyzed by a Meta Xpress Image Acquisition.
Fig. 3　 Effect of high glucose and H2O2 on caspase-3 activity in U937 cells. The 
caspase-3 activity was determined by using the substrate Asp-Glu-Val-Asp-
AFC. Each value represents the mean ± S.E.M. of three independent 
experiments（n = 6 ～ 18）.  Statistically signiﬁcant changes are indicated as 
＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 
compared with U937 cells of normal glucose group treated by various doses of 









high glucose 群では，normal glucose 群より glyca-
tion が有意に増加していた．また，NAC 前処置に
Fig. 4　 Eﬀect of high glucose and H2O2 on ROS generation in U937 cells. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of three independent experiments（n = 6 ～
18）. Statistically signiﬁcant changes are indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with 
non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells 
of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared 
with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc test.
Fig. 5　 Effect of high glucose and H2O2 on alteration of mitochondorial membrane 
potential in U937 cells. Each value represents the mean ± S.E.M. of three 
independent experiments （n = 6 ～ 18）. Statistically significant changes are 
indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time point. 
♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells of normal glucose group treated by various 
doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc test.
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Fig. 6　 Eﬀect of high glucose and H2O2 on phosphorylation of Jun NH2-terminal kinase 
（JNK） in U937 cells. Each value represents the mean ± S.E.M. of three 
independent experiments （n = 6 ～ 18）. Statistically signiﬁcant changes are 
indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time 
point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells of normal glucose group treated by 
various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc 
test.
Fig. 7　 Effect of high glucose and H2O2 on glycation in U937 cells. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of three independent experiments（n = 6 ～
18）. Statistically signiﬁcant changes are indicated as ♯p ＜ 0.05 compared with 
U937 cells of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 



















い て も H2O2 処 理 で ROS 生 成 増 加，MPT 低 下，
caspase-3 活性増加がみられ，アポトーシスが誘発さ
れた．MPT 低下はミトコンドリアから細胞質にチト
クローム C を放出させ，ATP 存在下，pro cas pase-9
と Apaf-1 の結合により apoptosome を形成する23）．
Apoptosome の形成は procaspase-9 の開裂を引き起
こし caspase-3 を活性化し，polyadenosine dipho s-


















を用い 30 mM 高グルコース処理と同等の浸透圧に
調整した実験において，高浸透圧調整をしたマンニ
トール処置では，アポトーシス細胞数には，影響を
及ぼさず無処置 control と同程度であり，30 mM グ
ルコース負荷による浸透圧の増加ではアポトーシス
細胞死は認められなかった14）．本実験において高グ
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HIGH GLUCOSE PROMOTES OXIDATIVE STRESS-INDUCED 
APOPTOSIS VIA A CASPASE- INDEPENDENT PATHWAY  
IN HUMAN MONOCYTIC U937 CELLS
Shuji OISHI, Mayumi TSUJI, Hitomi HASEGAWA,  
Makiko TAJIKA, Yuko IRIE and Katsuji OGUCHI
Department of Pharmacology, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Recently, oxidative stress caused by direct contact of blood with dialyzer membrane 
surfaces in hemodialysis patients has been reported.  It is well known that oxidative stress serves as an 
important risk factor for the development and progression of several complications in hemodialysis pa-
tients.  In particular, patients with diabetes mellitus are associated with increased oxidative stress.  High 
blood glucose may generate free radicals to induce apoptosis in cells.  The purpose of this study was to 
elucidate the mechanisms of cell apoptosis induced by high glucose and hydrogen peroxide（H2O2）.  To 
induce oxidative stress, human monocytic（U937） cells were exposed to high glucose for 2 or 6 days ; 
H2O2 was added to the cells on the last day.  Exposure of U937 cells to H2O2 resulted in a signiﬁcant in-
crease in cellular apoptosis and the generation of ROS, and a decrease in mitochondorial membrane po-
tential.  Under high glucose conditions, treatment with H2O2 signiﬁcantly promoted these actions ; howev-
er, pretreatment with antioxigen agent N-acethyl-cysteine （NAC） in H2O2-induced apoptotic cells 
signiﬁcantly suppressed the induction of apoptosis and oxidative stress.  After incubation with H2O2 or 
high glucose and H2O2, caspase-3 activity also signiﬁcantly increased in U937 cells ; however, pretreatment 
with NAC signiﬁcantly reduced the increases, as compared with H2O2 or high glucose and H2O2.  Treat-
ment with high glucose and H2O2 did not promote caspase-3 activity, compared with treatment with H2O2 
alone.  In conclusion, these results showing that high glucose promoted and ampliﬁed apoptosis by oxida-
tive stress in this model demonstrated that patients with diabetes mellitus undergoing hemodialysis 
treatment accelerate apoptosis induction.  Oxidative stress by high glucose may induce the caspase-inde-
pendent apoptotic pathway.
Key words :  apoptosis, high glucose, oxidative stress, hemodialysis, caspase
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